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© Verfahren zur Herstellung von L-Phenylalanin aus Benzylidenhydantoin. 

© L-Phenylalanin kann nach der Hydrolyse von Be- 
nzylidenhydantoin als Vorstufe durch anschlieflende 
lnkubation der anfallenden ungereinigten Reaktions- 
losung unter Zugabe eines Aminogruppendonators 
mit einem gentechnisch manipulierten E. coli ATCC 
11303 hergestellt werden. 
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Verfahren zur Herstellung von L-Phenylalanin aus Benzylidenhydantoin 



Die Herstellung von L-Aminosauren durch Bio- 
transformation mit Transaminasen ist an sich be- 
kannt. Nach der Europaischen Patentanmeldung 
erfolgt die Herstellung von L-Aminosauren derart, 
dai3 a-Ketosauren mit L-Asparaginsaure in Ge- 
genwart einer Transaminase umgesetzt werden, die 
aus E. coli isoliert wurde. Die Selektion und Muta- 
tion von Mikroorganismen aus der Reihe E.coli, 
Paracoccus denitrificans. Torula, Rhodotorula und 
Streptomyces zur Herstellung von L-Phenylalanin 
aus PhenylbrenztraubensSure wird in der Deut- 
schen Patentanmeldung DE 3 423 936 dargestellt. 

Phenylpyruvat ist jedoch ein relative teures 
Ausgangsprodukt. Urn daher die Biotransformation 
von Phenylpyruvat zu L-Phenylalanin wirt- 
schaftlicher zu gestaften, ist es wunschenswert von 
einer preiswerten Vorstufe des Phenylpyruvat aus- 
gehen zu konnen. Eine derartige Vorstufe ist das 
Benzylidenhydantoin. aus dem Phenylbrenz- 
traubensaure mit Hilfe einer einfachen alkalischen 
Hydrolyse hergestellt werden kann. 

Der Einsatz der ungereinigten, neutralisierten 
Reaktionslosung nach der Benzylidenhydantoin- 
Hydrolyse war bislang aufgrund der Nebenprodukte 
und der hohen Salzkonzentration fur fermentative 
Zwecke zur Herstellung von Phenylalanin nur mit - 
schlechter Ausbeute (DOS 34 27 495) moglich. 
Nicht-halophile Mikroorganismen, zu denen auch E. 
coli zahlt. werden in ihrem Wachstum und ihren 
enzymatischen Reaktionen schon bei Salzkonzen- 
trationen von 2 % wesentlich gehemmt [Larvon, H., 
Advan. Microbiol. Physiol. U 97 (1967)]. 

Nach der Benzylidenhydantoin-Hydrolyse lie- 
gen Reaktionslosungen mit Salzkonzentrationen 
von 9 bis 11 % vor. Die anschiieflende Aufreini- 
gung des Phenylpyruvats ist jedoch sehr kosteni- 
ntensiv. . 

Uberraschenderweise kann mit Hilfe eines mit 
einem fur aromatische Transaminase kodierenden 
Plasmid transformierten Mikroorganismus, der sich 
als halophil erwies und gemafi der Deutschen Pate- 
ntanmeldung P 36 31 829.9 Oder P 37 13 755.2 
hergestellt werden kann. nach der alkalischen Hy- 
drolyse des Benzylidenhydantoin die Biotransfor- 
mation des Hydrolyseprodukts Phenylpyruvat zu 
Phenylalanin ohne Zwischenreinigung ausgefuhrt 
werden. 

Die Erfindung betrifft somit ein Verfahren zur 
Herstellung von L-Phenylalanin durch Biotransfor- 
mation von Phenylpyruvat mit E. coli ATCC 11303, 
transformiert mit einem extrachromosomalen Ele- 
ment, welches das aus E. coli ATCC 11303 isoliert 
tyrB-Gen enthalt. das dadurch gekennzeichnet ist, 
da/3 



a) Benzylidenhydantoin alkalisch hydrolysiert 
wird und 

b) die ungereinigte Reaktionslosung mit dem 
genannten transformierten E. coli in Gegenwart ein- 

5 es Aminogruppendonators inkubiert wtrd. 

Im folgenden wird die Erfindung detailliert. ins- 
besondere in ihren bevorzugten AusfUhrungsfor- 
men, beschrieben. Ferner wird die Erfindung in den 
Patentanspruchen definiert. 

70 Benzylidenhydantoin wird nach an sich bekan- 

nten Methoden alkalisch gespalten. In Bezug auf 
die eingesetzte Menge an Benzylidenhydantoin 
wird bevorzugt mit Natronlauge in 3 bis 7 fachem 
Uberschufl unter Ruckflu/3 uber einen Zeitraum von 

75 30 bis 80 Minuten hydrolysiert. Nach Beendigung 
der Reaktion wird die alkalische Reaktionslosung 
neutralisiert, bevorzugt mit konzentrierter Salz- 
saure. Man erhait so eine LSsung. die aufler 8% 
Phenylpyruvat etwa 9 bis 11 % NaCI bzw. die 
. 20 gleiche Menge eines entsprechenden anderen Sal- 
zes enthalt. Weiterhin befinden sich in der Losung 
bis zu 5 % Harnstoff, Phenylessigsaure, Benzalde- 
hyd und weitere nicht n3her identifizierte Dimerisie- 
rungsverbindungen der entsprechenden Zwi- 

25 schenprodukte. Das Phenylpyruvat in diesem 
Reaktionsgemisch kann ohne weitere Aufreinigung 
mit dem gemafl der Deutschen Patentanmeldung P 
36 31 829.9 transformierten E. coli ATCC 11303 zu 
Phenylalanin umgesetzt werden. Alternativ kann E. 

30 coli ATCC 11303 mit einem Plasmid transformiert 
werden, das nicht nur das tyrB-Gen enthalt. son- 
dern auch das fur Aspartase kodierende aspA-Gen. 
Ein derartiges Plasmid ist nach der Deutschen 
Patentanmeldung P 37 13 755.7 herzustellen und 

35 wird dann in E. coli ATCC 1 1303 eingeschleust. 

Ein tyrB Gen enthaltendes Plasmid kann 
gemafl Deutscher Patentanmeldung P 36 31 829.9 
wie folgt hergestellt werden: DNA wird aus E. coli 
ATCC 11303 isoliert. Nach partieller Verdauung der 

40 DNA von E. coli ATCC 11303 werden die entstan- 
denen Fragmente, die sich in einem Grofienbereich 
von ca. 20 bis 30 kb bewegen. in ein Cosmid mit 
einem Replikon, das einen weiten Wirtsbereich ver- 
mittelt. ligiert und in die Kopfe des X-Phagen ver- 

45 packt. Bevorzugt wird das Cosmid plMS6026 ver- 
wendet. Das Cosmid pIMS 6026 leitet sich von 
dem Cosmid pLAFRl (ATCC 37167) dadurch ab, 
dai3 in die einzige EcoRI Schnittstelle des Cosmids 
pLAFRl das handelsiibliche EcoRI Fragment 

50 (Pharmacia, Upsala, Schweden) kloniert wurde, auf 
dem das Kanamyctn-Resistenzgen das Transpo- 
sons Tn 903 liegt. Durch Verdauung mit BamHI 
und anschliefiender Religation kann der grofit Teil 
des Kanamycin-Gens deletiert werden, so dafl ein 
kurzes Stuck DNA als Insertion zuruckbleibt, in der 
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eine Bam Hl-Schnittstelie von 2 EcoRI-Schnittstel- 
len llankiert wird. Diese Bam Hl-Schnittstelle, die 
auf dem Cosmid pLAFRI nicht vorhanden ist, kann 
fur die Klonierung verwendet werden. Durch In- 
kubation der verpackten Cosmide mit einer ents- 
prechend vorbereiteten E. coii DG 30 Suspension 
werden die Cosmide in den Mikroorganismus 
eingeschleust. E.coli DG 30 hat eine Defizienz in 
den drei Transaminasen von aspC.ilvE und tyrB. 
Der Stamm wachst daher auf Vollmedium zwar 
problemlos an. mu/3 aber bei Wachstum auf Mini- 
maimedium mit den entsprechenden Aminosauren 
von au/3en versorgt werden, da er sie nicht selbst 
synthetisieren kann. Bei geeigneter Wahl des 
Mediums kann mit Hilfe des Stamms untersucht 
werden, ob eine von auflen aufgenommene DNA 
den chromosomaien Defekt fur eine bestimmte 
Transaminase komplementieren kann. Die Ein- 
schleusung des tyrB-Gens detektiert man durch 
Wachstum des E. coli DG 30 auf einem tyrosin- 
freien Minimalmedium. Auf diesem Medium kon- 
nen nur Klone anwachsen, die durch Aufnahme von 
aspC, tyrB und ilvE enthaitender DNA. die ursprun- 
glich aus dem Stamm E. coli ATCC 11303 stammt. 
ihren chromosomaien Defekt fur die Synthese von 
Tyrosin komplementierern konnen. Die drei Transa- 
minasen, die von den Genen aspC. tyrB und ilvE 
codiert werden. unterscheiden sich in ihrer Sub- 
stratspezifitat, wenngleich sie alle drei in der Lage 
sind. Tyrosin zu bilden. 

Die aromatische Transaminase, die von dem 
Gen tyrB codiert wird. kann beispielsweise kein 
Isoleucin aus der Ketovorstufe bilden, wohl aber 
Leucin in guten Ausbeuten aus der entsprechenden 
Ketovorstufe synthetisieren. Die Transaminase, die 
von dem Gen aspC codiert wird, kann weder Iso- 
leucin bilden noch ist sie effizient in der Umset- 
zung zu Leucin. 

Dementsprechend konnen die einzelnen Klone 
durch Wachstum auf einem Minimalmedium, das 
bis auf eine fur das jeweilige Gen charakteristische 
Aminosaure mit fur den Stoffwechsel essentiellen 
Aminosauren supplementiert ist. hinsichtlich der 
enthaltenen Transaminase unterschieden werden. 
Auf diese Weise werden Klone des DG 30 Stam- 
mes, die das tyrB-Gen enthalten, heraus selektio- 
niert. 

Es mu/3 nun uberpruft werden, ob die Klone 
auch wirkiich das tyrB Gen besitzen. Hierzu mu/3 
die Plasmid-DNA aus den Klonen isoliert werden. 
Die Isolierung aus dem Stamm DG 30 gelingt je- 
doch nur mit Schwierigkeiten. Es kann zwar 
Plasmid-DNA erhalten werden, jedoch nur in gerin- 
gen Ausbeuten. Nach Minilyse wird daher ein E. 
coli Stamm mit den Cosmid-DNAs aus den interes- 
santen Klonen transformiert, aus dem anschlie/tend 
die eingeschleuste DNA in guten Ausbeuten reiso- 
liert werden kann. E. coli DH1 (ATCC 33849) ist 



hierzu insbesondere geeignet. 

In dem nachsten Schritt wird die reisolierte 
Cosmid DNA mit einem Vektor hoher Kopienzahl 
ligiert. Aus der chromosomaien Genkarte des 

5 Stammes E. coli K12 ist bekannt. da/3 das tyrB-Gen 
auf einem Clal Fragment lokalisiert ist. Es bestand 
die Moglichkeit, dafl dies auch bei E. coli ATCC 
11303 der Fall ist. Aus diesem Grund wird ais 
Vektor bevorzugt ein Mufti-Copy-Plasmid mit einer 

10 Clal-Schnittstelie eingesetzt, insbesondere bevor- 
zugt das in seiner Sequenz bekannte pAT153 
(Winnacker EX., Gene und Klone, VCH- 
Verlagsgesellschaft. Weinheim). 

Die Cosmid-DNA und der Vektor werden mit 

75 dem Restriktionsenzym Clal vollstandig verdaut. 
Die beiden DNAs werden zusammengegeben, mit- 
einander ligiert und kompetente Zellen eines Wirt- 
sorganismus, in dem die Phenylalaninproduktion 
erhoht werden soli, damit transformiert. Bevorzugt 

20 werden Enterobakterien eingesetzt. insbesondere 
E. coli, wobei E. coli ATCC 11303 sowie seine 
Mutanten und Varianten besonders bevorzugt sind. 
Resistente Kolonien werden uber Ampicillin selek- 
tioniert und anhand von Marker-lnhibierung durch 

25 "repiica piating" auf Teiracyciin-Piatien auf Einbau 
getestet. Aus den entsprechenden Kolonien wird 
durch Minilyse Plasmid-DNA isoliert und durch voll- 
standige Verdauung mit dem Restriktionsenzym 
Clal das Vorhandensein von Clal Fragmenten in 

30 dem Vektor uberpruft. 

Durch Restriktionsanalyse wird sichergestellt, 
da/3 alle in dem ursprungiichen DNA-Abschnitt ent- 
haltenen Clal Fragmente auf diese Art subkloniert 
worden sind. Klone, die jeweils eins dieser definier- 

35 ten Clal Fragmente enthalten. werden schliefllich 
mittels Aspartat-Phenylpyruvat Aminotransferase 
(APPAT)-Test auf die Aktivitat der aromatischen 
Transaminase, also des Genprodukts von tyrB, 
getestet Auf diese Weise laflt sich eine Zunahme 

40 der tyrB-Aktivitat urn den Faktor 5 bis 10 erreichen. 
Durch Agarose-Gelelektrophorese kann gezeigt 
werden, dafl in dem Vektor des Wirtsstammes ein 
ca. 2,7 MD grofles Clal Fragment enthalten ist. 
Ein Plasmid, das sowohl das tyrB-Gen als auch 

45 das aspA-Gen aus E. coli enthalt, kann nach der 
Deutschen Patentanmeldung P 37 13 755.7 wie 
folgt hergestellt werden: 

Zur Isolierung der aspA und tyrB-Gene aus 
Plasmiden werden bevorzugt die bereits be- 
so schriebenen bzw. vorgeschlagenen Multi-Copy- 
Plasmide pGS73 [Guest J.R. et al.. J. Gen. Micro- 
biol. 130. 1271-1278 (1984)] und plMS6056 [Deut- 
sche Patentanmeldung P 36 31 829.9] verwendet. 
Mit Hilfe von Restriktionsenzymen wird das Aspar- 

55 tase kodierende Gen aspA aus pGS73 isoliert. Das 
Plasmid wird vorzugsweise mit dem Restriktionsen- 
zym Bell Oder einer Kombination der Enzyme Sphl 
und Sail geschnitten, so da/3 man das Aspartase- 
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Gen auf einem 2,9 kb Oder 6,2 kb Fragment erhalt. 
Das tyrB-Gen ist nach Spaltung mit dem Restrik- 
tionsenzym Sal! Oder einer Kombination der En- 
zyme Sail und Sphl aus dem Plasmid plMS6056 
* erhaltlich. Daruberhinaus sind die aspA- und tyrB- 
Gene der Plasmide pGS73 und plMS6056 durch 
Spaltung mit einer Reihe weiterer Restriktionsendo- 
nukleasen zu isolieren [Guest. J.R. et al, J. Gen. 
Microbiol. 130. 1271-1278 (1984): Deutsche Pate- 
ntanmeldung P 36 31 829.9]. 

Nach der Isolierung beider Gene werden diese 
auf ein geeignetes Replikon kloniert, beispielsweise 
das E. coli Multi-Copy-Plasmid pBR322 [Bolivar F. 
et al., Gene 2, 95-113 (1977)] Oder das Plasmid 
RSF1010 [Guerry P. et al., J. Bacterid. 117, 619- 
630 (1974)], das sich gegenuber pBR322 durch ein 
breiteres Wirtsspektrum auszeichnet, sowie deren 
Derivate. Prophagen-DNS kann ebenfalls als Repli- 
kon eingesetzt werden, z.B. das P1 -Prophagenge- 
nom. Bevorzugt werden zur Konstruktion der erfin- 
dungsgema/ten Hybridplasmide in E. coli die Plas- 
mide pGS73 und plMS6056 verwendet. Die isolier- 
ten Gene konnen dann jeweils auf das Plasmid 
gebracht werden, auf dem das Gen ncch r.icht 
enthalten ist. 

Die Abiesung beider Gene erfolgt von zwei ver- 
schiedenen Promotoren aus, die den entsprechen- 
den chromosomalen aspA-und tyrB-Genen jeweils 
vorangeschaltet sind. Alternativ konnen beide Gene 
auch gemeinsam Oder getrennt mit Hilfe eines star- 
ken fremden Promotors, der konstitutiv oder regu- 
liert aktiv ist transkribiert werden. 

Es ist auch mogltch, dafl das aspA- bzw. tyrB- 
Gen jeweils in zwei verschiedene kompatible Plas- 
mide kloniert wird, die in der Mikroorganismen- 
Zelle spater nebeneinander bestehen konnen. 

Die Hybridplasmide, die die genannten Gene 
zusammen oder einzeln kloniert enthalten, werden 
in E. coli ATCC 11303 transformiert. Ampiciilin- 
resistente Klone werden durch Restriktionsanalyse 
auf das Vorhandensein des gewunschten Hybrid- 
plasmides untersucht. Aspartase und aromatische 
Transaminase kodierende Klone konnen uber viele 
Passagen ohne Verlust der jeweiligen Hybridplas- 
mide erfindungsgemafl zur L-Phenylalaninproduk- 
tion aus Phenylpyruvat und Ammoniumfumarat 
bzw. Fumarsaure oder Fumarat und Ammoniumio- 
nen oder Harnstoff eingesetzt werden. 

Die transformierten Stamme werden in einem 
entsprechend guten Wachstumsmedium bis zu ein- 
em Feuchtgewicht von etwa 4 bis 10 g/l Nahrlo- 
sung angezogen. Die Zeilen werden dann in der 
NShrl6sung oder von der Nahrlosung abgetrennt 
zur Aminierung der Ketosauren eingesetzt. Die 
Transaminierung kann mit ganzen oder auch mit 
aufgeschlossenen Zellen durchgefuhrt werden, 
wobei die ublichen Aufschluflmethoden angewen- 
det werden. Aus Grunden der Arbeitserleichterung 



wird bevorzugt mit intakten Zellen gearbeitet. Es ist 
weiterhin mdglich, die Mikroorganismen in fixierter 
Form einzusetzen. Fur die Fixierung kommen die 
bekannten Verfahren in Betracht. vorteilhaft die Me- 

5 thoden nach den Deutschen Offenlegungsschriften 
32 37 341 und 32 43 591. 

Je nach Menge der Mikroorganismen kann die 
dem Reaktionsansatz zugegebene enzymatische 
Aktivitat in weiten Bereichen schwanken. Zweck- 

10 maflig liegt sie zwischen 100 und 30.000 
umol/min°l. Vorzugsweise enthalt der Ansatz Zell- 
mengen mit einer Enzymaktivitat von 10.000 bis 
20.000 nmol/min 0 1. 

Als Aminogruppendonator finden Asparagin, 

75 Asparaginsaure, Glutamin und Glutaminsaure An- 
wendung oder Ammoniumfumarat oder Fumarat 
bzw. Fumarsaure mit Ammoniumionen oder Harn- 
stoff. Diese Vorstufen werden in Form ihrer freien 
Saure oder geeigneten Salze (entsprechend dem 

20 verwendeten Medium) in aquimolaren Mengen 
bzw. im Uberschufl zur a-Ketosaure eingesetzt. 
Verhaltnisse von 1:1 bis 5:1. vorteilhaft 1:1 bis 2:1, 
haben sich bewahrt. 

Unter Zugabe eines fur die Zeilen physiclcgi- 

25 schen Puffers wird vorteilhaft bei einem pH-Wert 
zwischen 5 und 9, insbesondere zwischen 7 und 
8,5, gearbeitet. Es ist auflerdem zweckmafiig, die 
Transaminierung in einem Temperaturbereich von 
20 bis 65 * C durchzufuhren. Bei niedrigeren Tem- 

30 peraturen verlauft die Enzym- Reaktion zunehmend 
langsamer, wahrend das Enzym bei hdheren Tem- 
peraturen fortschreitend desaktiviert wird. Die 
Reaktionszeit betragt 1 bis 90 Stunden, vorzugs- 
weise 2 bis 40 Stunden. 

35 Es hat sich besonders bewahrt, die Mikroorga- 

nismen vor bzw. wahrend der Transaminierungs- 
reaktion zu permeabilisieren. Dies kann durch Zu- 
gabe geeigneter Agenzien. wie Toluol. Cetyltrime- 
thylammontumbromid, Dimethylsuifoxid etc., zum 

40 Inkubationsmedium erfolgen. 

Hohe Umsatzraten in kurzer Zeit werden insbe- 
sondere dann erreicht, wenn der beschriebene 
Reaktionsansatz wahrend der Inkubation mit den 
transformierten E. coli-Stammen begast wird, wie 

45 auch schon in der Deutschen Patentanmeldung P 
36 13 952.1 dargestellt. Die Begasung erfolgt im 
Bereich von 0,2 bis 15 Wm, vorteilhaft im Bereich 
von 1 bis 5 Wm. Es konnen grundsatzlich aJle 
Gase eingesetzt werden, die die Enzymaktivitat 

so des Mikroorganismus nicht wesentlich herunterset- 
zen. Geeignet sind beispielsweise Preflluft. reiner 
Sauerstoff. Stickstoff aber auch verschiedene Edel- 
gase, wie Helium, Neon. Argon oder Krypton. Auf- 
grund des gunstigen Preises und ihrer Zuganglich- 

55 keit sind Prefiluft und reiner Stickstoff bevorzugt. 

Die anschiieflenden Beispiele dienen dazu. die 
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vorgestellte Erfindung welter zu illustrieren. Proze- 
ntangaben beziehen sich, wenn nicht anders ange- 
geben, auf das Gewicht. 



Seispiel ^ 

Transforrnierte E. coli Stamme, die gema/3 den 
Beispielen der Deutschen Patentanmeldungen 36 
31 829:9 Oder 37 13 755.7 hergestellt worden wa- 
ren, wurden bei 37 'C in folgender Nahrlosung 
submers kultiviert: 
Na 2 HP04 3.5g/l 
KH2PO4 1,8 g/l 
(NH4) 2 HP04 12 g/l 
(NHO2SO4 6 g/l 
MgSO* 0,2 g/l 
Hefeextrakt 1 g/l 
Glucose 5 g/l 

pH 7,0 wurde mit NaOH eingestellt. 

Der genetisch manipulierte Stamm wurde in 
100 ml des Wachstumsmediums 5 h bei 37* C ge- 
schuttelt. Anschlie/tend wurde ein 10 I Fermenter 
angeimpft. Nach 4 h Wachstum wurde mit einer 
exponentiell ansteigenden Rate Glucose zugefut- 
tert. Es wurde mit einer Zufutterungsrate von 0,3 
g/l°h begonnen und nach 8 Stunden mit 8 g/l°h 
weitergefuttert. Nach insgesamt 12 Stunden 
Wachstum wurde eine Biomasse von 10 g/l Troc- 
kengewicht erreicht mit einer Enzymaktivitat von 
14000 U/L 

Die Transaminaseaktivitat wurde durch einen 
APPAT-Test (Aspartat-Phenylpyruvat-Aminotr- 
ansferase Assay, Sigma Test-Kit GO390) bestimmt. 



Beispiel 2 

Aus Benzylidenhydantoin wurde durch alkali* 
sche Hydrolyse Phenylpyruvat hergestellt. Dann 
wurde 1,2 Mo! Benzylidenhydantoin in einer Ld- 
sung von 6 Mol Natriumhydroxyd in 3 I Wasser auf 
100* C erhitzt und 60 Minuten bei dieser Tempera- 
tur geruhrt. Die Losung wurde auf Raumtemperatur 
abgekuhlt und mit 60 ml (30 Gew.-%) Salzsaure 
auf einen pH-Wert von 7,5 gebracht. 



Beispiel 3 

3 I der Losung aus Beispiel 2 wurden ohne 
weitere Reinigung mit 1,4 mol Asparaginsaure, 5 g 
MgCI 2 und 10 ml <R) Tween 80 versetzt. Dan wurden 
Zellen, die wie in Beispiel 1 hergestellt wurden, mit 
einer Transaminase-Aktivitat von 25 000 umol/min. 
hinzugefugt und mit 50 millimolarem Phosphatpuf- 
fer (pH 7,4) auf 7 I aufgefullt. Nach einer Inkuba- 
tionszeit von 15 Stunden bei 37* C und einer Bega- 



sung von 1,5 Wm Pretfluft konnten in dem 
' Reaktionsgemisch 26 g/l L-Phenylalanin gemassen 
werden. Die Losung wurde filtriert und das L-Phe- 
nylalanin wurde nach konventionellen Methoden 
5 auskristallisiert und gereinigt. 



Beispiel 4 

10 E. coli wurde wie in Beispiel 1 angezogen und 

Zellen mit einer Transaminaseaktivitat von insge- 
samt 1500 umol/min. ohne wietere Reinigung di- 
rekt in folgende Reaktionslosung gebracht: 
300 mmol/l Asparaginsaure 0 Na-Salz, 

/5 1,2g/IMgCI 2 o 6H 2 0, 

1 mi/I Polyoxyethylen-Sorbitan-Monooleat ( Tween 
80). 

Es wurden zwei Ansatze verglichen. Ein Ansatz 
enthielt zusatzlich 220 mmol gereinigtes Phenylpy- 

20 ruvaf Na-Salz (Riedel-de Haen) und der andere 
zusatzlich eine wie in Beispiel 3 hergestellte neu- 
tralisierte Phenylpyruvatlosung in entsprechender 
Menge. Es wurde bei 50* C 7 Stunden mit einer 
Begasungsrate von 1 Wm Preflluft beluftet Mit 

25 Hiife der HPLC-Anaiytik wurde der Phenyiaianinge- 
halt gemessen. Der Ansatz mit gereinigtem Phenyl- 
pyruvat enthielt 215 mmol/l L-Phenylalanin und der 
andere Ansatz 210 mmol/l L-Phenylalanin. 

30 

Anspruche 

1. Verfahren zur Herstellung von L-Phenylala- 
nin durch Biotransformation von Phenylpyruvat mit 
35 E. coli ATCC 11303, transformiert mit einem extra- 
chromosomalen Element, welches das aus E. coli 
ATCC 11303 isoiierte tyrB-Gen enthalt, dadurch 
gekennzeichnet, dafl 

a) Benzylidenhydantoin alkalisch hydrolysiert wird 
40 und 

b) die ungereinigte Reaktionslosung mit dem 
genannten transformierten E. coli 

in Gegenwart eines Aminogruppendonators in- 
kubiert wird. 

45 2. Verfahren" nach Anspruch 1, dadurch ge- 

kennzeichnet, da/3 bei pH-Werten von 5 bis 9 in- 
kubiert wird. 

3. Verfahren nach Anspruch 2, dadurch ge- 
kennzeichnet, da/3 bei pH-Werten von 7 bis 8.5 

50 inkubiert wird. 

4. Verfahren nach einem Oder mehreren der 
Anspruche 1 bis 3, dadurch gekennzeichnet, da/3 
bei einer Temperatur von 20 bis 65 *C inkubiert 
wird. 

55 5. Verfahren nach einem oder mehreren der 

Anspruche 1 bis 4, dadurch gekennzeichnet. dafl 
die Reaktionslosung wahrend der Inkubation be- 
gast wird. 



5 
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6. Verfahren nach einem oder mehreren der 
„ Anspruche 1 bis 5, daudrch gekennzeichnet. da/J E. 
coli ATCC 11303 zusatzlich zu dem tyrB-Gen noch 
ein aus E. coli isoliertes aspA-Gen enthalt. 
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